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（ヒト錐体細胞評ClicGMP依存性カチオンチャネル機能．の電気生唾学的
【目的】
ヒト錐体細胞のcyclicGMP（cGMP）によって制御される陽イオンチヰネル味
CNGA3（α）サブユニット，CNGB3（β）サブユニットによって構成されるヘテ
ロ4量体である（CNG；cyclic王IuCl朗tidegatedchannels）．これらをコ「ドする
遺伝子の変異は杵体一色型色覚の原因になると考えられている．ヨーロッパ人
やピンゲラップ島人の患者に由いては多くの変異（αで46ヶ所，βで6ヶ所）．が
既に報告されている．また，申請者も日本人の杵体一色型色覚4例を解析し，
βサブユニットの遺伝子で新たな変異（1897A＞G仏叩633Gl由）を見出した．
しかし，それらの変異の機能解析を行った報告は今までにない．
本研究はこ．の新たな変異を含めた既報のβサブユニットの変異の機能的意義
を明らかにするため，ヒト網膜からcDNAを単離し，培養細胞にタンパクを発
現させ，変異体チャネルの電気生理学的特性を検討するものである．既報・の変
異としては（1304C＞T（Ser435Phe））について解析を行った．．
【方蛛】
日本人の拝体一色型色覚患者4名におけるCNGA3（α）およびCNqB3（β）
の全エキリン及びエキリン／イントロン境界の塩基配列をPCRとダイレクトシー
ケンシンダ法によって解析した．
ヒト網膜から単離した・αおよびβサブユニットのcompleme血a叩DNA
（cDNA，以下それぞれαおよびβ）を，発現ベクターbCR乱1）に繋ぎ，
humane血も町0血占kidney（HEK）293細胞に，α単独あ．るいはβ単独で，また
はαとβを同時（以下α／β）にトランスフユタ下し，αサブユニット単独，β
サブユニット単独・を発現，あるいはα／βサブユニニットを共発現させ，パッチク
ランプ法（inSide－OutmOde）を用いてcGMP誘発性電流の電気生理学的ならび
に薬理学的特性について解析した．
ま．た，変異を導入したcDNA（β叫1（Ser435Phe），βm2仏sp633G脚．も
．HEK293細胞にトランスフェクトし，変異βサブユチットを発現させ，パッチ
クランプ法により同様に電流記録を行った．　　　　　　　、
［結果］
1． 日本人の杵体一色型色覚患者4名においては既報の変異はいずれも認め
られなかった．しかし，lサブユニットの遺伝子に新たな変異（1897
A＞G払sp633G扉）を見出した．
1
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α単独あるいはα／βを導入したHEK293細胞において，CGMPによっ
て活性化される電流を記録した．一方，β単独導入細胞においてはこの
ような電流は誘発されなかった（刀＝30cells）．
α単独およびα／βを導入したいずれの細胞においてもcGMPは濃度依存
性に電流を活性化し，旦′2（半最大括性化濃度）はそれぞれ11．1±1．0PM，
26．2±1．軸Mであった．雨雲α年会合するとcGMPに対する感受性が下
がることが示唆され串（j奄0．001）．
β変異導入細胞における旦伯はα／β皿1で12元±2．1PM，α／βm2で
は11．1±1．0匹Mであった．変異βが一αに会合するとcGMPに対する感
受性がα／βよりも上がることが示唆されたく庫0．001）．
α単独ならびにαノβ導入細胞において，CGMP誘発性電流の細胞外
Ca計に対する感受性に差異が認められた．過分極側での内向き電流に対
するCa計の抑制効果については，α／β導入細胞はα単独導入細胞に対
ししてよりも少なかった（犀0∬止　β変異導入細胞においても，内向き電
流に対する’細胞外Ca2＋の抑制効果はα単独導入細胞に対してよりも少
な中った（α／βml；庫0．01，α／β皿2；j奄0．05）・．これらのことは，‘内向き
電流に対するCa2＋の抑制効果を軽減するという野性型βの性質がβml，
βm盟でも保持されていることを示している．ま車このことは同時に．
βml，β皿宜がともにαと会合してい卑ことも示している・またこの会
合は，免疫沈降反応により確認することが出来た．
さらに，変異βの当該アミノ酸を変更したC工）NAを導入した細胞の旦′宜
はα／βml一朗a（Ser435Ala）で19．6±3．0PM，α／β皿2－Thr仏叩633
Thdでは24．8±1・抽Mであった・細胞外Ca2十による内向き電流抑制の
軽減は正常および変異βと同程度であった．
【考察】
α／βmlにおいてcGMPに対する感受性がα／βよりも上がること古も　チャ
ネルのgatinghingeから5番目にあたるposition435のアミノ酸が，かさ高い
芳香韓を持つものに変わったことにより不安定になったためと考えられる．実
際，α／βnl・AlaではcGMPに対する感受性が下がった．また，α／β皿2・ThT
でcGMPに対する感受性が下がったことから．α／β戚＝こおけるcGMP感受性
変化にはアミノ酸の非極性化が関与している可能性が考えられる．
内向き電流に対する細胞外Ca2十の抑制効果の差異はαのporeloopにのみ存
在する負荷電イオンのグルタミン酸により説明できると考えられる．
［結論】
ヒト錐体細胞のcGMPによって制御される陽イオンチヤネ申こおいて，
CNGB3（β）サブユニットはcGMPおよ甲細胞外Caか感受性において重要な
調節的役割を果たしていると考えられた．
βサブユニットの変異蓼も　チャネルのcGMPに対する感受性を下げることが
出来ないた軌　光子受容が起こり錐体内cGMP濃度が低下してもチャネルは
閉じず過分極応答が発生しない結果，・光受容のシグナルが上位に伝達されず，
杵体一色型色覚を引き起こしているものと考えられる．
I
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（学位論文審査の結果の要旨）
ヒト錐体細胞のcGMP依存性陽イオンチャネルIもCⅣGAβと皿相がそれぞれコードす
るα，β昌ubun辻によって構成されている．本研究で軋　まず拝倖一色型色覚症例における両遺
伝子の解析を行い，αⅥ卍好に新たな翠異田舶畠田を見出した・次にヒト網膜から得られた1
cDNAに同変異と既報の変異（6435田を導入し，培養細胞に発現させパッチクランプ法を適用
してチャネルの電気生理学的特性について検討した．
・その結果，cGMPによる50％活性化濃度がα／正常lチャネルはαチャネルより約2．5倍高
いことが判明した．これ皐も　αに正常βが会合してeGMP感受性を低下させるという正常lの
機能を明らかにしたものである．2つの変異はいずれもcGMP感受性を低下させることができ
なかった．これは，錐体において光子受容により細胞内cGMP濃度が低下しでもチャネルが閉
じない可能性を示唆している．
このように本論文は，杵体一色型色覚の原因遺伝子を解析し，新規の変異を見出し，さらに
その変異を電気生理学的に梯龍解析したものである．これらの成果は拝体一色型色覚の発症機
構について重要な示唆を与えたものであり，博士（医学）の学位論文に値するものである．
（平成16年9月1日）
